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Nouveaux conjugues de la vinblastine et de ses derives, proced6 pour leur preparation et compositions pharmaceutiques 
contenant ces conjugues. 



57) L'invention se rapporte a de nouveaux conjugues de la 
vinblastine et de certains de ces derives connus avec des 
proteines, fragments de proteines, acides amines ou ami- 
nes, servantd'agentantitumoral. L'invention comprend ega- 
lement certains intermediates actifs en chimiotherapie, et 
des derives amines de ceux-ci. 

Ces composes repondent a la formuie generale sui- 
vante : 



CM 



CM 
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m 

CM 




dans laquelle A represente un «bras» tel que -COCH, , 
-COCH a -CH,CO-. COCH a -CH a -CH a CO-. R, repre- 
sente un radical proteique eventuellement modifie. un 
groupe amino NR^, un chlore ou un groupe ester d acide 
amine lie via ia fonction amine et R 2 represente un groupe 
methoxy un groupe amino ou un radical ester d acide u- 
amme lie par une liaison de type amide et dont le groupe 
ester comporte de 1 a 6 atomes de carbone. R 3 et R« repre- 
sente des groupes alkyle comportant de 1 a 3 atomes dc 
carbone ou. ensemble, un groupe alkanerfiyle comportant de 
3 a 5 atomes de carbone 



a. 
ui 



BNSOOCtD: <£P 0124602A2_L> 



00124502 



NOUVEAUX CONJUGUES OE LA VINBLASTINE FT DE SES DERIVES, PRO- 
CEDE POUR LEUR n RE n A°J\T ION ET COMPOSITIONS PHAE* WCEUT IQUES 
CONTENANT CES CONJUGUES. 

La presente invention se rapporte a de nouveaux conjugues de la 
vinblastine et de certains de ses derives connus avec des proteines, frage- 
rnents de proteines, acides amines ou amines servant d'agent ant i-tumoral . 
LMnvention s'etend ^qalement a un procede pour les preparer et 
5 a* des co^ioositions Pharmaceu tiques contenant ces conjugues. 

La vinblastine et certains de ses derives, en particulier la vincristine ou 
la vindesine, ont d6ja ete coupies a des proteines par exemple I'albumine 
ou diverses immunoglobulines. II en resulte des produits de couplage ou 
iO des composes dits "conjugues". Nous relevons notamment les r6f£rences 
suivantes de la litterature : 

- J.D.Teale, Jacqueline M.CIough et V.Marks, Br. J . Clin . Pharmac. 4, 
169-172 ,1977 

- C.H.J. Ford, C.E.Newman, J.R.Johnson, C. S. Woodhouse, T.A.Reeder, 
15 C.F.Rowland, R . C . Simmonds , Br. J. Cancer 47, 35-42, 1983 

- M . J . Embleton , C.F.Rowland, R. G . Simmonds , E.Jacobs, C.H.Marsden, 
R.W.Baldwin Br. J. Cancer 47,43-49, 1983 

-J.R.Johnson, C.H.J. Ford, C.E.Newman, C . S . Woodhouse , C.F.Rowland, 
R. G . Simmonds Br. J. Cancer , 44, 472-475 , 1981 
20 - Eli Lilly Eur . Pat . Applic. , Pub!. n°56.322 , 21 .07.82 

- R.A. Conrad, G. J .Cullinan , K.Cerzon, C.A.Poore J.Med.Chem. 22, 
391 , 1979 

Le couplage de ces d£riv6s bis-indoliques a et£ entrepris non seulement 
25 dans le but de mettre au point de nouveaux r£actifs immunologiques mais 
surtout en vue de la preparation de substances anti-tumorales plus 
actives ,plus s£lectives et moins toxiques. 
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Dans cette deraiere opt Lque de nombreux conjugues proteiques 
avec d'autres agents antitumoraux sont actuellement etudies . 
Tl en est en particulier ainsi avec des conjugues d'anticorps 
et d ' un fragment de la ricme ou de conjugues d'albumine et de 
5 methotrexate (Demande de brevet francais 2.437.213, CM Industries 
B.C.F.Chu, S.B.Howell J. of Pharmacology and Exp. Therapeutics, 
219 ( 2) , 389-393 , 1981) . 

Les anti-corps monoclonaux , en particulier ceux d'origine humaine, 
couples aux medicments an t i - tumoraux connus sont plus particu- 
lO lierement l'objet d'etudes diverses . 

On relevera enfin que 1 ' utilisation et devaluation de 
complexes 1:1 d 1 alca lo ides b is - indo 1 iques avec la tubuline a 
ete decrite dans le brevet beige 854.053. Dans certains cas il 
peut en resulter une toxicite moindre et une activite chimio- 
15 therapique plus importante que celles des alcaloides libres 
co r respondan ts . 

La presente invention concerne des produits nouveaux qui sont 
des conjugues de la vinblastine ou de derives de la vinblastine 
avec des proteines , des fragments de proteines, des acides 
2o amines ou des amines simples caracterises en ce que le couplage 
est effectue par 1 * in termediaire d ' un groupe ester derive 
du groupe hydroxyle du carbone 4 du squelette de la vinblastine. 

Ces conjugues suivant 1 ' invention sont caracterises en ce que 
la proteine, le fragment de proteine ou 1" amine est couplee 
25 au compose de type vinblastine par 1 1 in termed iaire d 1 un bras, 
par condensation prealable du derive de la vinblastine avec 
un derive organique bif onctionnel , even tuel lemen t active, 
selon une forme d ' execution preferee . 

Le derive de la O- 4-desace ty 1 v inblas t i ne peut etre par exemple 
30 la vmdesme, la O- 4-desace tylv inblas t ine couplee en C- 3 avec 
un acide amine ou la 0-4-desacetyldesoxy-4 ' -vinblastine ou 
un derive v inblas t inoyl - 23 d'estcr d 1 acide amine. 



0 0 12 4 5 0 2 
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Les composes cie ['invention repondent plus pa rticui ierement a la formule 
generate suivante 




20 dans laquelle A represente un "bras" tel que -COCH^-, 
-CO ( CH^ ) n ~CO- , n variant de 1 a 5 , R, represente un radical proteique 
even tuel lement modifie, R^ represente un groupe methoxy, un groupe 
amino ou un radical ester d'acide alpha-amine lie par une liaison de type 
amide et dont !e groupe ester comporte de 1 a 6 atomes de carbone, R^ 

25 represente un atome d'hydrogene ou un groupe hydroxyle, chaque fois 
dans les deux configurations possibles ainsi que leurs sels 
d 1 addition avec un acide mineral ou organique. 

I! est bien entendu que le bras du type acetate, hemisuccinate , 
30 hemiglutarate ou homologue superieur peut etre substitue, par exemple 
par un groupe alkyle ou amino, tout en conservant Tactivite qui 
caracterise les composes de ('invention. 



35 
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Dans I'art anterieur, !a liaison eta it effectuee par i' in termed iai re d'un 
lien amide au niveau de la fonction vi nblastinoy I-2 3 du derive 
bis-indoi ique . De maniere surprenante nous avons constate que factivite 
anti-tumorale peut etre mieux conservee lorsque la liaison est effectuee 
5 en C-4 plutot qu'en C-23. 

Les derives de la presente invention sont obtenus, dans une premiere 
etape, par condensation du chlorure d'acide chloroacetique ou d'un 
anhydride, par exemple I'anhydride chloroacetique, succinique, 
lO glutarique ou homologue superieur, sur I'hydroxyle en C-4 de la 0-4 
desacety (vinblastine ou I'un des derives du type 0-4 desacety Ivinblastme 
- carboxamide-3 . 

Les derives 4-chloroacetate / hemisuccinate ou hemiglutarate ainsi obtenus 
15 sont alors condenses avec la proteine, I'acide amine ou Pamine simple 
dans un solvant dans lequel ces composes sont solubles. On peut a 
cette fin utiliser un melange eau-dioxanne a un pH adequat maintenu par 
un tampon , par exemple un tampon borate. La condensation est 
confirmee par chromatog raphie ou electrophorese. Dans ce dernier cas 
20 on peut utiliser de ia vinblastine radio-active (par exemple tritiee) afin 
de faciliter la caracterisation . 

L'obtention du chloro-acetate en C-4 de la vinblastine est decrite par 
W.W.Hargrove Lloydia, 27 (4), 342 , 1964. II peut ainsi etre obtenu par 
25 action de I'anhydride chloroacetique sur la desacety! vinblastine dans le 
dichlorome thane. 



3 0 
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Du point de vue chirnique la condensation avec les proteines peut 
s'expliquer par i'obtention de liens covalents resultant de la re-action des 
groupes amines de la lysine prote-ique avec ie chlore activ£ de la fonction 
chloroacetate ou avec le groupe ester activ£ deriv£ de I'hemisuccinate ou 
5 hemiglutarate. 

L'albumine de serum bovin par exemple comprend 56 residus amines de 
lysine. Le nombre de molecule de vinblastine par proteine variera en 
fonction des conditions operatoires mais sera generaiement compris entre 
lO 1 et 34. 

L'activation peut etre effectuee de maniere classique par traitement avec 
un chloroformiate d'alkyle, de preference le chloroformiate d'ethyle ou 
d'isobutyle, en presence d'une base aminee telle la N-methyl piperidine 
15 ou la N-methyl morpholine. 

La condensation peut etre effectuee in situ sur le melange reactionnel 
contenant I'anhydride active. Dans la plupart des cas I'anhydride active 
peut cependant aussi etre isol6. 

20 

Le conjugue obtenu est isole au moyen de methodes classiques utilisees 
en chimie ou, dans le cas de conjugues proteiques, en biochimie. Le 
conjugu£ proteique est ainsi precipite du milieu reactionnel par addition 
d'acetone, puis centrifuge, rince, iyophilise et purifie par filtration sur 
25 gel. Eventuellement on peut soumettre le derive ainsi obtenu a une 
reaction de succiny lation classique qui permet d'£viter des problemes 
d'agregation que caract£risent certaines proteines, conjuguees ou non. 

30 
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Les proteines qui peuvent etre ovantageusement utilisees sont en 
particulier I'albumine de serum bavin ou humain, la fetuine ou des 
immunoglobuiines , ces dernieres etant even tuel lemcnt obtenues par la 
technique des anti-corps monocionaux. Dans ce dernier cas, ['utilisation 
5 cTanti-corps monocionaux d'origine humaine et montrant une certaine 
specificite vis a vis de tumeurs humaines s'avere particulierement 
interessante. 

Les proteines utilisees peuvent egalement etre traitees afin d'etre 
lO sefectivement modifiees. Ces modifications permettent d'obtenir des 
conjugues proteiques qui seront, lors de leur utilisation therapeutique 
preferentieilement concentr6es au niveau de certains tissus, par exemple 
au niveau du foie. It est ainsi possible, pr£a(ablement a la condensation 
du derive de la vinblastine a la proteine, de galactosyler cette derniere. 
15 La galactosylation est effectuee en appliquant par exemple le mode 
operatoire decrit par C.Wilson dans The Journal of Biochemistry , 253 
(7) 2070-2072, 1978. 

Les essais in-vitro effectues avec les composes de ['invention pour 
20 demontrer leur activite anti-tumorale indiquent que la formation du 
conjugue par un lien en C-4 peut etre plus avantageuse que lorsque ce 
lien est effectu6 en C-3 . 

Le couplage via le carbone 3 de la vinblastine ou de ses derives 
25 s'effectue de maniere ciassique en formant, dans une premiere etape, 
Thydrazide en C-23 ( carbohydraz ide ) puis I'azoture d'acide 
correspondant par nitrosation. L'azoture est alors directement couple 
avec la proteine. 

30 
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Cet azoture d'acide peut cependant aussi etre condense do manic re 
egalement connue avec un ester d'acide amine , par exernple un ester 
methylique. La fonction ester de I'acide amine peut etre a son tour 
soumise a une hydrazinoly se puis a une nitrosation. Le nouvcl azoture 
5 d'acide du produit de couplage acide amine-vinblastine est alors condense 
avec la proteine. L'acide amine constitue dans ce cas !e lien unissant la 
proteine a la molecule de vinblastine. 

lO On a ainsi obtenu des derives de condensation couples en C-3 ou C-4 et 
O-4-desacety ies par exernple du type 

a) couplage via le carbone C-3 

15 vinb!astine/-fetuine couplee en C-3 ( Fet- VDS-C-3 ) , 

vinblastine/ -fetuine succinylee couplee en C-3 ( Fet ( S ) -VDS-C-3 ) 
vinbiastine-isoleucy l-fetuine ( Fet- 1 Ie-VDS-C-3 ) 

vinblastine-tryptophyl-albumine de serum bovin ( BSA-T rpV-C-3 ) (ex 1) 
vinbtastine-tryptophy 1-albumine de serum bovin succinylee 
20 (BSA(S)-TrpV-C-3) 

b) couplage via le carbone C-4 

25 vindesine-0-4-chloracetate (ex 2) 

vindesine-0-4-chloracetate + albumine de serum bovin ( BSA-VDS-C-4 ) (ex 
3a) 

vindesine-0-4-chIoracetate + albumine de serum bovin succinylee 
(BSA(S)-VDS-C-U) (ex 3b) 
30 vindesine-O-U-chloracetate + albumine de serum humain (AH-VDS-C-4) 
(ex 4a) 

vindesine-O-^-chloracetate + albumine de serum humain galactosylee 
(AHgal-VDS-C-M) (ex 4b) 
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viruiesme-Q-4-choracetate + pyrrolidine 

vinblastine-C-3-isoIeucinate d'ethy le-O-4-chloracetate (ex 5) 
vinbtastinoy!-23-isoleucinate d'ethy le-0-4- chloracetate + albumine de 
serum bovin succinylee (BSA(S) - Vlle-C-4) (ex 5) 

5 

vindesine-0-4-hemisuccinate + pyrrolidine (ex 6] 

vindesine-0-4-hemisuccina te + afbumine de serum bovin 
(BSA-Succ-VDS) (ex 7} 

vindesine-0-4- hemisuccinate + albumine de serum humain 
lO ( AH-Succ-VDS) (ex 8) 

vindesine -0-4-hemisuccinate + albumine de serum humain galactosylee 
(AHgal-Succ-VDS) (ex 9) 

vindesine-0-4-hemisuccinate + immunogiobuiines non specifiques 
(!gC)(IgC-Succ-VDS)(ex 10) 
15 vindesine-0-4-hemisuccinate + IgG anti-milk fat globule (IgG-anti MFC) 
(IgG anti MFG-Succ-VDS ) (ex 11) 

vinblastine-0-4-hemisuccinate + pyrrolidine (ex 12) 
vinblastine-0-4-hemisuccinate +■ ethyl tryptophanate (ex 13) 
deoxyvinblastinoy I -2 3 -tryptophanate d'ethy le-0-4-hemisuccinate + 

20 pyrrolidine (ex 14) 

deoxyvinblastinoyI-23-trytophanate d'ethy ie-0-4-hemisuccinate + albumine 
de serum bovin ( BSA-Succ-DeoxyVTrpE) (ex 15) 

deoxy vindesine-0-4-hemisuccinate + tryptophanate d'ethy le (ex 16) 
vinb la stinoy 1-23 -tryptophanate d'ethy Ie-0-4-hemisuccinate + pyrrolidine 
25 (ex 17) 

vinblastine -0-4 hemiglutaratre -^pyrrolidine (ex 18) 
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Les examples suivants iliustrent de manidre non limitative le procede 
conduisant aux composes de I'invention. 

A. Couplage via le carbone C-3 

5 

Exemple 1 

Vinblastine-tryptophyl-albumine de serum bovin (BSA-Trp V-C-3) 

10 Dans un ballon muni d'un refrigerant a reflux, on introduit le derive 
4-desacetyl-VBL 3 -Trp-methyl ester radioactif ( 250 mg , 0,26 mmol) dans 
2,5 mL d'une solution 1:1 (v/v) d'hydrazine anhydre dans Methanol. La 
solution est agitee sous argon, a 60°C pendant 5 h et a temperature 
ambiante pendant une nuit. Le melange est refroidi, dilue avec 50 mL 

15 d'F-^O desionisee et 50mL d'une solution saturee en NaCI et extrait avec 
3 portions de 50 mL de CH 2 CI 2 . Les phases organiques sont reunies, 
lavees successivement avec 50 mL d f H 2 0, 100 mL d'une solution saturee 
en NaCI , et sechees sur Na^O^. Apres evaporation du solvant, on isole 
217 mg (0,23 mmol) de 4-desace ty l-VBL 3 -Trp-monohydrazide que I'on 

20 engage sans purification dans les reactions ulterieures. 

Le 4-desacetyl-VBL-Trp-monohydrazide (0,23 mmol) est dissous dans une 
solution contenant 5 ml de MeOH et 16 mL d'HCl 1 N. La solution est 
refroidie a -10°C et 45 mg de NaNC> 2 sont ajoutes avec agitation vive. 
Apres 10 min, le pH de la solution est ajuste a 8,5 a I'aide d'une 

25 solution saturee en NaHC0 3 . L'azide est extrait rapidement avec 
plusieurs portions de CH 2 CI 2 froid. Les phases organiques sont reunies, 
sechees sur Na 2 S0 4 et concentrees a I'evaporateur rotatif. Le CH 2 Ci 2 est 
remplace progressivement par du dioxanne. 

30 
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L'azide, en solution dans le dioxanne est ajoute goutte a goutte en 
quantity equimolaire a une solution de BSA (269 mg ) dans du Na^PO^ 
0 j N ajuste a pH 9 avec du NaOH dilue. En fin d'addition, le pH est 
ajuste a 9 avec du NaOH 1 N . Le melange est agite a temperature 
ambiante pendant 72 h. L'exces d'azide est detruit par addition de 100 ul 
de NH^OH 10 % et agitation pendant 1 h. La proteine est precipitee par 
addition de 6 volumes d'acetone froid et centrifugee ( Centri fugeuse 
Internationale, 30 min, 1 .500 RPM). Le culot est rince 2 fois avec de 
i'acetone froid et lyophilise. Le conjugue est purifie par chromatographic 
sur Sephadex G25. Les fractions contenant le conjugue sont reunies et 
soit lyophilisees, soit concentrees par ultrafiltration sur membrane Diaflo. 
Le rendement est de 270 mgr de ( BSA-TrpV-C-3 ) 

B. Couplage via le carbone C-4 
Exemple 2. 

vindesine-0-4-chloracetate 

Dans un ballon, on introduit 0,92 mmol de vindesine , 25 mL de CH 2 CI 2 
et 4,1 mmol d'anhydride chloroacetique. La solution est agitee en 
absence de lumiere pendant 11 h. On ajoute 25 mL de methanol. On 
agite a temperature normale pendant deux heures. Le solvant est evapore 
sous vide et le residu dissous dans 500 mL de CH 2 CI 2 , lave par une 
solution aqueuse de NH^OH dilue a froid. Apres evaporation de la phase 
organique le residu est dissous dans 47 mL de methanol contenant 11,2 
mL d'eau et 2,33 g de silice. Le melange est agite 6 h a temperature 
normale. La silice est separee par filtration et lavee a plusieurs reprises 
avec du methanol chaud. Le filtrat est concentre sous vide, alcalinise 
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nvec une solution d'amnnoniaque diluee et extrait au CH Cl^. Les 
extraits sont reunis, seches sur Na 2 S0 4 et evapores a siccite. La 
purification est effectuee sur colonne de silice en eluant avec un melange 
CH 2 C1 2 :5% MeOH. Rendement 88 %. 

5 

Spectre infra-rouge ; 3470 , 3040, 2970 , 2880 , 1740 , 1690, 1 615.. 1 510, 
1 500, 1 430, 1 225 , 1 190, 1010, 740 crn"" 1 

Spectre de masse 830 (M + 1), 813 , 796, 773, 754, 297, 277, 293, 108 
Spectre de resonance magn6tique nucleaire: ppm 8 ( 1 H , s , N H tnd ) , 
10 7,45(1 H,d), 7,2-7,0(4H,m) , 6,9(1H,d), 6,5(1H,s), 6,05(lH,s, 
5,8(1H,m), 5,5 (1H,m), 5,28(1H,d), 4 , 0 ( 2 H , CH2CI ) , 

3,7(3H,s,-C02CH3), 3 ,55 ( 3H , s ,OCH3 ) , 2 , 8 ( 3H , s , NCH3 ) , 0 ,9-0 ,65 (8H ,rn) . 

15 Exemple 3 

a) Couplage en C-4 de la O-4-desacety l-vindesine ( BSA-VDS-C-4) 

Le chioroacetate en C-4 de la 0-4 desacetyl-vindesine radioactive (150 
20 mg), dissout dans 5 ml_ de dioxanne est ajoute goutte a goutte a une 
solution de 216 mg de BSA (albumine de serum bovin, Ca! Biochem) dans 
5 mL de tampon borate 0,4 M pH 9,0. Le melange estaoite a 
temperature ambiante pendant 48 h. Le conjugue est precipite par 
addition de 6 volumes d'acetone et centrifuge 30 min a 1 300 rpm. Le 
25 precipite est lave 2 fois dans ('acetone et centrifuge dans les memes 
conditions. Apres ces deux rincages le precipite est lyophilise et purifie 
par filtration sur gel G-25 (3x90 cm) equilibre dans une solution de 
NH^HCO-j 0,1 M pH 7,8. Le pic exclu est recupere et lyophilise. Le 
contenu en proteine est mesure par la technique de Lowry et le contenu 
30 en alcaioide estime par mesure de la radioactivi te. Le conjugue obtenu 
contient 2,5 moles de vindesine par mole de BSA. Par chroma tographie 
sur gel d'agarose on demontre que la radioactivite est bien associee aux 
proteines . 

35 
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b) Succinylation ( BSA( S ) -VDS-C-4 ) 

Le conjugue est dissous dans I'eau a une concentration de 100 mg/5mL 
H 2 0 et le pH de la solution porte a 7 avec une solution de NaOH 0,1 N. 
5 55 mg d'anhydride succinique sont alors ajoutes par petites fractions. 

Le pH est maintenu a 7 par addition de NaOH 0 J N. Lorsque le pH 
est stabilise on ajoute encore 55 mg d'anhydride succinique. La solution 
est agitee 1 h a temperature ambiante, diaiysee a I'eau a 0°C pendant 
une nuit et lyophilisee. Les contenus en proteines et en alcaloides sont 
10 estimes selon les techniques decrites en a). 

Exemple 4 

L5 a) Couplage en C-4 de la O-4-desacety l-vindesine (AH-VDS-C-4) 

Le chloroacetate en C-4 de la 0~4-desacety l-vindesine radioactive (140 
mg), dissout dans 3 mL de dioxanne est ajoute goutte a goutte a une 
solution de 200 mg d'albumine humaine (Merieux), dans 2 mL de tampon 

20 borate 0,34 M pH 9,0. Le melange est agite a temperature ambiante 
pendant 24 h. Le conjugue est precipite par addition de 6 volumes 
d'acetone et centrifuge 30 min a 1300 rpm. Le precipite est lave 2 fois 
dans I'acetone et centrifuge dans les memes conditions. Apres ces deux 
rincages le precipite est lyophilise et purifie par filtration sur gel G-25 

25 [3x90 cm) equilibre dans une solution de Nt-^HCC^ 0,1 M pH 7,8. Le pic 
exclu est recupere et lyophilise. Le contenu en proteine est mesure par 
la technique de Lowry et le contenu en alcaloide estime par mesure de ia 
radioactivite. Le conjugu6 obtenu contient 2,6 moles de vindesine par 
mote d' AH . 

30 
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b) Couplage en C-4 de la O-4-desacetyl-vindesine ( AHgal-VDS-C-4 ) 

Le choroacetate en C-4 de la 0-4 - desacety l-vindesine radioactive (51 
mg) , dissous dans 2 mL de dioxanne est ajoute goutte a goutte a une 
5 solution de 200 mg de AHgal dans 17 ml de PBS et 3,4 ml de borate 1,7 
N pH 9 (tampon phosphate ). Le melange est agite a temperature 
ambiante pendant 24 h. Le conjugue est precipite par addition de 6 
volumes d'acetone et centrifuge 30 min a 1 300 rpm. Le precipite est lave 
2 fois dans I'acetone et centrifuge dans les memes conditions. Apres ces 

lO deux rincages le precipite est lyophilis6 et purifie par filtration sur gef 
G-25 (3x90 cm) equiiibre dans une solution de NH^HCC^ 0,1 M pH 7,8. 
Le pic exclu est recupere et lyophiiise. Le contenu en proteine est 
mesure par la technique de Lowry et le contenu en alcaloTde estime par 
mesure de la radioactivite. Le conjugue obtenu contient 0,4 moles de 

15 vindesine par mole de AHgal. 

Exemple 5. 

0-4-chloroacetatede N( O- 4- desacety I- decarbomethoxy-3 v inblastin-2 3-oyI) 
20 L- isoleucinate d'ethyle ( BSA ( S ) - VI le-C-4 ) 

En suivant le mode operatoire de I'exemple 2, a partir du derive 
correspondant de la vinblastine (voir brevet beige 889 .1 36), on obtient 
le derive vinblastine-C-3-isoIeucinate d'ethy le-0-4-chioroacetate avec un 
25 rendement de 85 %. 

Spectre infra-rouge: 3470, 3410, 3040, 2970, 2880, 1740, 1680, 1615, 
1500, 1460, 1430, 1300, 1225, 1190, 1150, 1010, 740 cm" 1 

30 Spectre de masse : 988 (M+17), 973(M+2), 939, 917, 391 , 236, 94 
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Spectre de resonance magnetique nucleaire: ppm 9,85 (1H,s,OH), 
8.6(1H,s,NH) ( 7.55(1H.d), 7,4(lH,d), 7,2-7,0 (m,3H), 6,65(1H.s), 
6 f l(1H,s), 5,85(1H,m), 5,58(lH,s), 5,32(lH,m), 4.6(lH,q), 4,2(2H,m), 
4,0(2H), 3,78(3H,s), 3,l(3H,s), 2,7(3H,s), l,28(3H,t), 1 ,0-0 ,8( 1 4H ,m) . 

5 

En suivant le mode operatoire decrit dans I'exemple 3, on obtient le 
BSA(S)-VIIe-C-4. 

Exemple 6 

lO Vindesine 0-4 hemisuccinate - pyrrolidine amide 

En partant de la vindesine en appliquant un mode operatoire analogue a 
celui de I'exemple 12 on obtient ie conjugue correspondant avec un 
rendement de 6 2 %. 

15 

Spectre de masse (DCI, isobutane) : 921 (M+14), 907 (M) 

IR (CHC1 3# 4%) : 3400, 2975, 2882 , 1732 , 1693, 1632, 1503, 1462, 1380, 

1247 cm" 1 . 

RMN (360 MHz, CDCI 3 ) 8,05 (1H,H17), 5 ,46 ( 1 H ,H1 5) , 3,96 (!H,H17'a), 
20 3,80(3H,OMe) , 3,64 (3H,OMe), 3,45 (2CH 2 -pyrrolidine) , 2,88 
(3H,N-CH 3 ) f 0,95 (3H,CH 3 ), 0,83 (3H,CH 3 ). 

Exemple 7. 

25 Formation de I'hemisuccinate en 0-4 de la vindesine et couplage avec I 1 
albumine de serum bovin (BSA) ( BSA-Succ-VDS ) 

Dans un ballon, on introduit 0,125 mmol de vindesine, 0,187 mmol 
d'anhydride succinique et 4 mL de CH 2 CI 2 anhydre. La solution est 
30 agitee a I'abri de la lumiere a temperature ambiante pendant 14 h. 

La solution est ensuite plongee dans un bain de glace. On y ajoute 
0,250 mmol de triethy lamine ,0 ,250 mmol de chloroformiate d'ethyte et 5 
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mL de dioxanne. On agite pendant 1/2 h. D' autre part, on prepare 
une solution de 90 mg de BSA dans 17,3 rnL d'H O et 17,3 mL de 
dioxanne y sont ajoute s goutte a goutte. Le pH est ajuste a 8,5 avec de 
la soude 1 N. La solution est refroidie a 5°C. Apres 1/2 h Tester 
5 active est ajoute a la solution de BSA. La solution est agitee pendant 4 
h a 5°C, tandis que le pH est maintenu a 8,5 par addition de NaOH IN. 
La precipitation du conjugue et sa caracterisation sont effectues comme 
precedemment decrits. Le rapport molaire est d'environ 18 et reste 
constant apres chromatog raphie sur sepharose 6B en presence de 
IO guanidine 6M. 

Exemple 8 

Vindesine-0-4-hemisuccinate et couplage avec i'albumine humaine (AH) - 
15 (AH-Succ-VDS) 

Dans un ballon, on introduit 0.28 mmol (210 mg ) de vindesine, 42 mg 
(0.4 mmol) d'anhydride succinique, et 6 mL de CH^C^ anhydre. La 
solution est agitee a I'abri de la lumiere a temperature ambiante pendant 
20 14h. Le sotvant est evapore. Le residu est repris dans 4,7 mL de 
dioxanne. La solution est ensuite plongee dans un bain de glace. On y 
ajoute 0,56 mL de triethy lamine dans 3,5 mL de dioxanne et 0,56 mL de 
chioroformiate d'isobutyle dans 3,5 mL de dioxanne. 

On agite pendant 1h. D'autre part on prepare une solution de 208 mg de 
25 AH dans 38 mL d'H^O et 26 mL de dioxanne y sont ajoutes goutte a 

goutte. Le pH est ajuste a 8,5 avec de la soude IN. La solution est 
refroidie a 5°C. Apres 1 h 00, Pester active est ajoute a la solution 
d'albumine humaine. La solution est agitee pendant 14h. a 5°C tandis que 
le pH est maintenu a 8.5 par addition de NaOH IN. La precipitation du 
30 conjugue et sa purification sont effectues comme precedemment decrits. 
Le rapport molaire est de 13,8. 
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Exemple 9. 

Vindesine-O-4-hemisuccinate et couplage avec I'albumine humaine 
galactosylee (AHgal) ( AHgal-Succ-VDS) . 

5 

Dans un ballon, on introduit 0.16 mmol (119 mg) de vindesine, 0,24 mmol 
(24 mg) d'anhydride succinique et 3,4 mL de CH 2 CI 2 anhydre. La 
solution est agitee a I'abri de la lumiere a temperature ambiante pendant 
14 h. Le sotvant est evapore. Le residu est repris dans 2,7 mL de 

lO dioxanne. La solution est ensuite plongee dans un bain de glace. On y 
ajoute 0,32 mmol de triethylamine dans 2 mL de dioxanne et 0,32 mmol de 
chloroformiate d'isobutyle dans 2 ml de dioxanne. On agite pendant In. 
D'autre part, on prepare une solution de 164 mg d'AHgal dans 17.5 mL 
d'H 2 0 et 25 mL de dioxanne y sont ajoutes goutte a goutte. Le pH est 

15 ajuste: a 8,5 avec de la soude 1N. La solution est refroidie a 5°C. Apres 
In., I'ester active est ajoute a la solution d'AHgal. La solution est agitee 
pendant 14 h a 5°C. tandis que le pH est maintenu 3 8,5 avec de ia 
soude IN. La precipitation du conjugu6 et sa purification sont effectues 
comme precedemment decrits. Le rapport molaire est de 21,6. 

20 

Exemple 10. 

Vindesine-0-4-h6misuccinate et couplage avec des immu nog lobu lines non 
specifiques de serum de chevre (IgG) ( IgG-Succ-VDS) 

25 

Dans un ballon, on introduit 0,07 mmol (50 mg) de vindesine, 0.1 mmol 
d'anhydride succinique et 4 mL de CH 2 Ci 2 anhydre. La solution est 
agitee a I'abri de la lumiere a temperature ambiante pendant 14 h. Le 
solvant est evapore. Le residu est repris dans 1 mi de dioxanne. La 
30 solution est ensuite plongee dans un bain de giace. On y ajoute 0,14 
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mmol de triethy lami ne et 0,14 mmol dc chloroformiate d'isobutyle. On 
agite pendant 1 h. D'autre part, on prepare une solution de 66 mg d'lgG 
dans 12,7 mL d'H 2 0 et 12,7 mL de dioxanne y sont ajoutes goutte a 
goutte. Le pH est ajuste a 8,5 avec de la soude IN. La solution est 
5 refroidie a 5°C. Apres lh, Tester active est ajoute a la solution dMgC. 
La solution est agitee pendant 14 h a 5°C tandis que le pH est maintenu 
a 8,5 par addition de NaOH IN. La precipitation du conjugue et sa 
purification sont effectu^s comme precedemment decrits. Le rapport 
molaire est de 9. 

lO 

Exemple 1 1 . 

Vindesine-0-4-hemisuccinate et couplage avec des immunoglobulines 
anti-milk fat globule polyclonals ( IgC-anti-MFG) (IgG - anti- 
15 MFG-Succ-VDS) 

Dans un ballon, on introduit 0.035 mmol de VDS (25 mg ) , 0,05 mmol 
d'anhydride succinique et 1ml de CH 2 C1 2 anhydre. La solution est agitee 
a I'abri de la lumiere a temperature ambiante pendant 14 h. Le solvant 

20 est evapore et le residu est repris dans 0.25 mL de dioxanne. La 
solution est ensuite piongee dans un bain de glace. On y ajoute 0,07 
mmol de triethy iamine et 0.07 mM de chloroformiate d'isobutyie. On agite 
pendant lh. D'autre part, on prepare une solution de 25 mg d'lgG. -anti- 
M.F.C. dans 21,3 mL d'h^O. Le pH est ajuste a 10,5 avec de la soude 

25 IN. La solution est refroidie a 5°C. Apres 1 h, Tester active est ajoute 
a la solution d' IgC-anti-M . F . G . . La solution est agitee pendant 14 h a 
5°C tandis que le pH est maintenu a 8.5 par addition de NaOH 1N. Le 
conjugue est dialyse contre du NaC! 9°/ 00 et purifie sur Sephadex G 25 
comme precedemmment d£crit. Le rapport molaire est de 1 5 . 

30 
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Exemple 12. 

Vinblastine-0-4-hemisuccinate pyrrolidine amide ( DAVLB -Py rrolidino ) 

5 A une solution de 500 mg (0,651 mmol) de 0-4 deacetylvinblastine dans 
15 mL de dichioromethane anhydre, on ajoute 97,6 mg (0,976 mmol) 
d'anhydride succinique. La solution est agitee 20 h 3 t ambiante. On 
refroidit ensuite a 0°C par un bain de glace et ajoute goutte a goutte 
successivement une solution de 131,5 mg (1 ,303 mmol] de triethy iamine 
lO dans 8 mL de dichioromethane et une solution de 141,2 mg (1 ,302 mM) de 
chloroformiate d'ethyle dans 8 mL de dichioromethane. On agite 1 h 30 3 

de dichioromethane. On laisse revenir a t ambiante et agite ie melange 2 
heures. On ajoute 50 mL de dichioromethane et 50 mL d'une solution 

15 aqueuse a 10% de carbonate de sodium. On agite, decante et separe \a 
phase organique. La phase organique est extraite 3 fois par du 
dichioromethane. Les phases organiques reunies sont lavees par une 
solution aqueuse saturee en NaC( et sechees sur MgSO^. Le residu que 
I'on obtient apres evaporation est purifie par chromatographie sur 

20 colonne de SiO^ (elution dichloromethane/methanol 92:8). Apres 
trituration dans un melange acetate d'ethyle/ cyclohexane „ on obtient 
ainsi 386 mg de produit pur sous forme d'une poudre amorphe. 
Rendement : 64%. 

25 Spectre de masse ( DC! ,isobutane) : 936 (M + 14), 922 (M) 

IR (CHCI 5%): 3477, 3015 , 2980 , 2885 , 1741 , 1635 , 1505 , 1450 , 1250 
-1 

cm 

30 
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Spectre de resonance rnagnetique nucleaire : (CDCI^, 360 MHz, ppm) : 
8,05 ( NH , 1H), 7,53 (1H), 7J6(3H), 6,66 (1H), 6,10 (1H), 5,85 (1H) et 
5,<45(1HHH14,H15) , 5,51 (1H,H17), 3,95 (1H,Hl7'a), 3,78 (3H,OMe), 
3,75 (3H,OMe), 3,60 (3H,OMe), 3,70(1H,H2), 3,43(7H), 3,11(2H, 
5 H5'b+H6'b), 2,78 (2H, H21 a' + H21 'b) , 2,70 ( 3 H , NMe) , 2,61 (1H, H21), 
2,25 (1H,H17>), 1,90 (2H ,CH2-CO) , 1 , 80 ( 2H , CH2CO ) , 1,73 (2H, beta 
pyrrolidine), 1,28 (2H,idem), 1,45 (1H, hMS'a), 1,37 (1H, HlU'b), 
0,86(3H,CH3), 0 ,80( 3H , CH3 ) , 0 ,76( 1 H , HI 4' ) . 

lO 

Exemple 13. 

Couplage de ia vinblastine -0-4 - hemisuccinate avec (e tryptophanate 
d'ethyie 

15 

A une solution de 0,310 g (0,403 mmol )de 0-4 - cldsacety Ivinblastine dans 7 
mL de dichloromethane anhydre, on ajoute 52 mg (0,524 mmol ) 
d'anhydride succinique. La solution est agitee 15 heures a t ambiante 
puis refroidie a 0°C. Apres addition successive d'une solution de 81 mg 

20 (0,806 mmol) de triethy iamine dans 5 mL de dichloromethane et d'une 
solution de 87 mg de chloroformiate d'ethyie dans 5 mL de 
dichloromethane, le melange reactionnel est agite 1 h 30 a 0 0 C. On 
ajoute ensuite 187 mg (0,306 mmol) de L-trypfophanate d'ethyie en 
solution dans 7 mL de dichloromethane. On laisse revenir a temperature 

25 ambiante et agite le melange pendant 15 h. 



30 
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La solution est ensuite traitee comme dans I'exemple 12. Le residu 
obtenu est purifie par chroma tog raphie sur colonne de SiO^ (elution 
ether-methanol sature en NH 3 92:8). On obtient ainsi 305 mq du produit 
pur sous forme d'une poudre blanche apres trituration dans 
5 I'tsopropanol . Rendement 70%. 

Spectre de masse (DCI, isobutane) : 1097 (M+14), 1083 (M] 
IR (CHCI ) : 3460, 2995, 2960, 2870 , 1735, 1669 , 1613 , 1502 , 1457, 1331, 
1251 , 1 167, 1010 cm" 1 
IO UV (methanol, max, log ): 216 (4,87), 265 (4 ,27), 288 (3,01 ) 

RMN (360 MHz,CDCi 3 ) : 8 ,44( 1 H , NH ) , 8,08(1H,NH), 7,52(2H), 7,33(1H), 
7,lU(bH), 6,bb(lH,H9}, 6,06(1H,H12) , 5,86 (1H,H14), 5 , 50 ( 1 H , HI 7 ) , 
5,38(1H,H15) , 4,91(1H), 4 , 1 0(2H ,CH2-0 ) , 3 ,76 ( 3 H ,OMe) , 3,72 
15 (3H,OMe) # 3,63 (3H,OMe), 3,13 (2H , HS'b+HS'b) , 2,80(H2V), 2,68 
(NCH 3 ), 0,90 (CH 3H), 0 ,78 (CH 3 ,3H ) , 0,74 (H14»). 

Exemple 14. 

20 Cou plage de la N-(04-desacetyI-04-hemisuccinate-deoxy-vinb!astinoyl-23) 
tryptophanate d'ethyle avec la pyrrolidine. 

Une solution de 400 mg (0,419 mmol) de 

N-( 04-desacety l-deoxy-vinblastinoy 1-23 ) tryptophanate d'ethyle (voir 

25 brevet beige 889. 1 36), de 105 mg (1,05 mmol) d'anhydride succinique 
dans 20 mL d'un melange dioxanne-toluene (50:50) est portee au reflux 3 
heures. Apres distillation des solvants sous vide, le residu est dissous 
dans 20 mL de d ich iorome thane anhydre. Apres refroidissement a 0°C et 
addition successive d'une solution de triethy lamine (126 mg, 1,25 mmol ) 

30 dans 5 mL de dichloromethane et d'une solution de ch loroformia te d'ethyle 
(136 mg , 1,25 mmol) dans 5 mL de dichloromethane, le milieu est agite 1 
heure. Une solution de pyrrolidine (178 mg , 2,5 mmol) dans 5 mL de 
dichloromethane est ensuite ajoute a 0°C. Apres retour a" temperature 

3 b 
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ombiante, la solution est agitce 4 h et ensuite repartie entre 50 mL de 
dichioromethane et 50 mL d'une solution aqueuse a 5t> de carbonate de 
potassium. Les phases sont separees et la phase aqueuse est extraite 
avec 2 portions de 20 mL de dichioromethane. Les extraits organiques 
5 sont combines, laves successi vement par 40 mL d'eau et par 40 mL d'une 
solution aqueuse saturee en NaCI, seches sur du sulfate de magnesium et 
evapore sous pression reduite. Le residu est purifie par chromatographic 
sur Si0 2 (elution par CH 2 CI 2 :CH 3 OH 95:5) et trituration dans Tether. 
Rendement : 346 mg (75%) du compose recherche. 

lO 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCI 3 , 360 MHz) bs=singulet 
large 

9,23 (1H,bs,NH), 7,95 (H,bs), 7 ,45-7 ,65(3H ,m) , 7.33(1H,m), 7,03-7,21 
(6H,m), 6,46 (lH,s), 6,05 (1H,s), 5,83 (1H,m), 5,53 (1H,s), 5,33 
15 (lH,m) # 5,01 (1H,m), 4,11 (2H,m), 3,76 (3H,s), 3,58 (3H,s), 3,48 
(4H,m), 2,75 (3H,s), 2,65 (!H,s), 2,30 (lH,m), 1,93 (2H,m), 1,85 
(2H,m), 1,21 (3H,t), 0,88 (3H,t), 0,76 (3H,t) 

Spectre infra-rouge (CHCI 3 . 5% v:v): 3470, 3003, 2973, 2881 , 1732, 
1679, 1617, 1501, 1460, 1180 cm" 1 . 

20 

Exemple 15. 

Deoxy-4'- vinblastinoy l-23-try ptophanate d'ethy ie-0-4-hemisuccinate et 
couplage avec I'albumine de serum bovin (BSA) ( BSA-Succ-Deoxy- V- 
25 TrpE) 

Dans un ballon, on introduit 400 mg (0,419 mmol) de deoxy V TrpE, 126 
mg (1,25 mmol) d'anhydride succinique et 20 mL de toluene : dioxanne 
1:1. La solution est portee a reflux pendant 3 h. Les solvants sont 
30 evapores et le residu est repris dans 20 mL de dioxanne. 

La solution est ensuite plongee dans un bain de glace. On y ajoute 1.26 
mmol (126 mg ) de triethy lamine , 1.25 mM de chloroformiate d'isobutyle et 
5 mL de dioxanne. On agite pendant 1 h. 

35 
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D'autre part, on prepare une solution cie 340 mg de BSAdans 65 mL 
d'H^O et 28 rnL de dioxanne y sont ajoutes goutte a goutte. Le pH est 
ajuste a 8,5 avec de la soude 1 N. La solution est refroidie a 5°C. Apres 
1 h r Pester active est ajoute a ia solution de BSA. La solution est agitee 
5 pendant 14 h a 5°C. tandis que le pH est maintenu a 8,5 par addition de 
NaOH IN. La precipitation du conjugue et sa purification sont effectuees 
comme precedemmment decrits. 

lO Exemple 16. 

Couplage de la 04-desacetyl-04-hemisuccinate-desoxy-vindesine avec le 
tryptophanate d'ethyle 

15 Suivant le procede decrit dans I'exemple 12, mais en remplacant la 
pyrrolidine par une quantite equimolaire de L-tryptophanate d'ethyle, on 
obtient 47 % du compose recherche. 

Spectre de resonance magnetique nucieaire (CDCI^ ,360 MHz) : 
20 8,45 (1H, bs), 8,02 (1H,bs), 7,50 (2H,m), 7,32 (1H,m). 7,23-7,06 
(6H,m), 7,02 (lH,m), 6,50 (lH,s), 6,10 (lH,s), 5,86 [lH,m), 5,50 
(lH,s), 5,45 (1H,m), 5,35 (1H,s), 2,86 (3H,s), 2,67 (1H,s), 2,46 
(4H,m), 1,30 (3H,t), 0,90 (3H,t), 0,75 (3H,t). 

25 Spectre infra-rouge (CHCI 3 , 5% v:v): 3480, 3400, 3010, 2978, 2882, 
I732 r 1690, 1615, 1505, 1460, 1298 cm" 1 



30 
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Exemple 1 7 

Couplage de la N- ( O- 4-desacety l-04-hemisucci nate-vinblast inoy 1-23 ) 
tryptophanate d'ethyle avec la pyrrolidine 

Suivant le procede decrit dans I'exemple 14 au depart de 700 mg de 
N(0-4-deacetyl-vinblastinoyl-23) tryptophanate d'ethyle, apres purification 
par chromatographie sur SiC> 2 et trituration dans i'ethanol on obtient 518 
mg (64%) du compose desire. 



Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCI^, 360 MHz): 
8,04(1H,bs) , 7,46-7,63(3H,m) , 7,33(1 H,m) , 7 , 20-7 , 03 ( 6H , m ) , 

6,63(1H,s), 6,08(lH,s), 5,83(lH,m), 5,55 (1H,s), 5,33 (lH,m), 
5,06(1 H,m) , 4,13(2H,m) , 3,96(1H,m), 3,76(3H,s) , 3,61 (3H,s), 
15 3,46(4H,m), 3,40(2H), 2,81(2H,m), 2,73(3H,s), 2,65(1H,s), 1,85(m), 
1,20(t,3H), 0,89(t,3H), 0,71(t,3H). 

Spectre infra-rouge (CHC! 3 5% ,v:v): 3474, 3002 , 2977, 2882 , 1730, 
1678, 1617, 1500, 1460, 1173 cm" 1 



Exemple 18 

Coupiage de la 0-4 - desacety I- O- 4 -hemig lutara te vinblastine avec !a 
pyrrol idine 



Une solution de O-4-deacetylvinblastine (700 mg, 0,911 mmol), 
d'anhydride glutarique (145 mg , 1,27 mmol) dans 25 mL de 
dichloromethane anhydre est agitee a I'abri de la lumiere pendant 70 h. 
Apres refroidissement a 0°C et addition successive d'une solution de 
30 N-methyl piperidine (163 mg , 1,64 mmol) dans 7 mL de dichloromethane 
et d'une solution de chtoroformiate d'isobutyle ( 223 mg, 1,64 mmol) dans 
7 mL de dichloromethane, le milieu est agite 1 h.Une solution de 
pyrrolidine (194 mg, 2,73 mmol) dans 7 mL de dichloromethane est 
ensutte ajoutee a 0°C. 

35 
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Apres retour a la temperature ambiante, ia solution est agitee 5 h.Elie 
est ensuite repartie entre 60 rnL de dichloromethane et 60 mL d'une 
solution aqueuse a 5% de carbonate de potassium. Les phases sont 
separees et ia phase aqueuse est extraite par 2 portions de 30 mL de 
5 dichloromethane. Les extraits organiques sont combines, iaves par de 
I'eau et par une solution aqueuse saturee en NaCI, seches sur MgSO^ et 
evapores sous pression reduite. Le residu est purifie par 
chromatographie sur Si0 2 (elution CH 7 CI 2 :CH 3 OH 95:5) et trituration 
dans un melangeacetate d'ethyle : heptane . Rendement 605 mg (71%) du 
IO compose recherche. 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCI^, 360 MHz): 
7,95 (iH,bs), 7,45uH,m), 7 , i 6-7 ,0G(3H ,m) , b,55(lH,s), 6,02[lH,s), 
5,76(lH,m), 5,40(lH,s), 5,20(lH,m), 3,88(1H,m), 3 ,7 1 ( 6H , 2s) , 
15 3,53(3H,s) , 3,38(4H,m) , 2,62(3H,s) , 2,58(1H,s}, 1 ,92(4H,m), 
l,80(2H,m), 0,80(3H,t), 0,73(3H,t). 

Spectre infra-rouge (CHCI 3 , 5% v:v): 3473 , 3003 , 2977, 2884, 1738, 
1620, 1500, 1460, 1301 cm" 1 

20 

Les composes de I'invention ont ete testes sur des souris BDF ] ou DBA 2 
auxquelles une leucemie P388 a ete impiantee par voie intra - peritoneale 
ou intra-veineuse, Pactivite anti-tumorale etant mesuree par le 
pourcentage dMLS (Increased Life Span, augmentation de la duree de 
25 survie ) . 

Ainsi des experiences effectuees avec la vindesine, le 
N-(04-deacetyL 3 -de ( methoxyca rbony I ) - vinblastine^ 1-23 ) tryp tophanate 
d'ethyle (voir demande de brevet europeen Publ . n° 41.935, Omnichem) , 
30 ainsi que d'autres derives en C-4 d'acides amines, couple via le carbone 
C-3 avec la fetuine ou I'albumine de serum bovin dans un rapport 
variant de 2 a 6 , demontrent que ces conjugues sont peu actifs sur les 
tumeurs P388 (voir tableau). 

3 '3 
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L'administration du conjugu6 a etc effectuee par voie in tra-peri toneale ou 
intra-veineuse , identique au mode d'injection cie la tumeur, 

Par contre ces memes substances pour lesquels le couplage est effectue 
5 en C-U montrent, de maniere inattendue, une activite significative a 
I'occasion de tests similaires. Des augmentations de duree de survie de 
plus de 70% ont ete observees. 

L'activite superieure des conjugues proteiques de la presente invention a 
10 egalement ete mise en evidence sur des cellules L1210 in vitro en milieu 
RPM1 contenant 10% de serum de veau foetal. Apres incubation, la 
technique adoptee consiste a mesurer le contenu en proteines cellulaires, 
estimation effectuee en adoptant la technique de Lowry. Ainsi apres 3 
jours a une concentration de 10-50 microg rammes/mL de BSA ( S ) -C4-VDS 
15 on obtient une inhibition de la croissance celiulaire, alors que la culture 
cellulaire non traitee s'est multipliee par un facteur 2,5. 

Des cellules de I'hepatome Hep. G2 (300.000 cellules) ont ete incubees 
pendant 8 jours en presence d'AHgal - VDS-C-4 et d» AHgaI-VDS-C-3 a 
20 des concentrations variant de 1 ; 3 a 21,700 ng de VDS/ml. 

Apres 8 jours , le taux de proteines cellulaires est estime par la 
technique de Lowry. 

Les resultats montrent que la concentration en drogue tuant 50% des 
cellules est >1 .000ng/ml dans le cas de PAHgal-VDS-C 3 et est de 
25 215ng/ml dans le cas de I' AHgal-VDS-C^ . 



30 



35 
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TABLEAU 

ACTIVITES DE DERIVES DE LA VINBLASTINE POUR DES 
TUMEURS INDUITES CHEZ LA SOURIS. 



PRODUITS 


(a) 


(b) 


(c) 


(d) 


(e) 


(f) 


(g) 


(h) 


BSA-TrpV-C-3 


2 


10 


423 


DBA 2 


io 4 


P388 


IV 


9,4 


BSA(S)TrpV-C-3 


2 


6,3 


261 


DBA 2 


10 4 


P388 


iv 


-8 


Fei-VD3-C-3 


6 


1 5 


298 


BDF 


10" 


PJ88 


'P 


4.1 


Fet(S)-VDS-C-3 


2 


15 


298 


BDF 1 


10 6 


P388 


ip 


8,2 


F£t-ILe-VDSC3 


2 


10 


294 


BDF 1 


io 6 


P388 


'P 


2,6 


BSA-VDS-C-4 


1 ,7 


8 


398 


BDF 1 


io 6 


P388 


'P 


2 




2,7 


16 


500 


BDF 1 


io 6 


P388 


ip 


48 


BSA(S)-VDS-C-4 


2,5 


10 


332 


BDF 1 


io 6 


P388 


ip 


76 




2,4 


27,5 


968 


BDF 1 


10 6 


P388 


'P 


71 


BSA(S)-VI!e-C-4 


1.3 


3 


165 


BDF 1 


10 6 


P388 


ip 


18 




1 ,3 


10 


550 


BDF 1 


10 6 


P388 


ip 


20 




1 ,3 


14 


771 


BDF 1 


io 6 


P388 


IP 


32 


BSA-Succ-VDS 


18 


35 


173 


BDF 


< 


P388 


ip 


39 




18 


75 


371 


bdf] 


io 6 


P388 


>P 


79 



25 


BSA-(S)-Succ-VDS 
BSA-(S)-Succ~VDS 


32 
32 


35 
75 


97 
208 


BDF 

BDF 1 

BDF 1 


10 6 

10 6 


P388 
P388 


IP 

i-P " 


39 

79 




(passe sur guanidine) 


32 


75 


208 


10 6 


P388 


IP 


58 




BSA-Succ-VDS 


34 


75 


196 


BOF 1 


10 6 


P }S8 


*P 


42 




BSA-Succ-VDS 


19 


75 


351 


BDF L 


10 6 


P388 


ip 


36 


30 


(passe s/noir animal) 


16,6 


75 


403 


BDF 


10 6 


P388 


ip 


47 




(passe sur guanidine) 


17 


75 


393 


BDF i 


io 6 


P388 


ip 


42 




IgC nonspec-Succ VDS 


24 


75 


64 3 


BDF ^ 


io 6 


P388 


iP 


77 




A Hgal-Succ-VDS 


21 r 6 


75 


356 


RDF 1 


io 6 


? 188 


l P 


5 7 




RSA-Surr-donxvVTrnF 








:^ r> 


in 6 
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(b) 


( d ) 


(e) 


(f ) 


(g) 


( h) 


5 


VDS-Chforoacet 


4 


DBA 2 FR 


io 5 


P388 


iv 








8 


DBA 2 FR 


io 5 


P388 


iv 


38 






10 


DBA 2 FR 


10 5 


P388 


i v 


57 






14 


DBA n PR 


io 5 


P388 


iv 


70 


io 




12 


DBA 2 US 


10 5 


P388 


i v 


63 






15 


BDF 1 


IO 6 


P388 


'P 


>60 




VILE-Chloroacet 


4 


DBA 2 


10 6 


P388 


ip 


24 






8 


DBA 2 


10 6 


P388 


ip 


52 


15 




12 


DBA 2 


io 6 


P388 


ip 


80 






16 


DBA 2 


io 6 


P388 


ip 


-29 




DAVLB-Pyrrolidino 


6,25 


DBA 2 


io 5 


P388 


iv 


9 






12,5 


DBA 2 


io 5 


P388 


iv 


20 






25 


DBA 2 


io 5 


P388 


iv 


43 


20 




50 


DBA 2 


io 5 


P388 


iv 


82 



rapport molaire vinca : proteine 
25 (b) dose mg vinca/kg 

dose mg proteine/ kg 

souche de sour is 
nombre de cellules inject ees 
(f ) type de la tumeur in ]ectee 
30 (g) voie d' injection 

pourcentage d ' augmentation du temps de survie des 
survivants compa r a t iv emen t a des souris non-traitees (ILS) 



(a) 
(b) 
(c) 
(d) 
(e) 



(h) 
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La presente invention s'etend done egalement aux applications 
industrielles et notamment pharmaceutiques des composes bisindoliques 
nouveaux . 

5 Les composes de ('invention presentent en effet des proprietes 
antitumorales particulierement interessantes et susceptibies d'etre 
utilisees en therapeutique humaine. 

Ces derives de la vinblastine peuvent etre , en particulier, utilises pour 
lO le traitement des leucemies, de gliomes, de lymphosarcomes ou d'autres 
tumeurs malignes, y compris les tumeurs dites "solides". 

bn therapeutique humaine , ils sont ainsi utilises pour le traitement de la 
maladie de Hodgkin et pour d'autres tumeurs pouvant beneficier d'un 
15 traitement avec la vinblastine, la vincristine ou la vindesine. 

Pour leur application therapeutique, les composes de ['invention, 
eventuellement sous forme lyophilisee, sont de preference administres 
par voie parenterale, dissous dans un solvant pharmaceutiquement 
20 acceptable. Parmi les sels d'addition, on preferera, les sets non 
toxiques pharmaceutiquement acceptables, tefs que les sels d'acides 
mineraux comme I'acide chlorhydrique , I'acide phosphorique et I'acide 
sulfurique ou d'acides organiques comme I'acide acetique, propionique, 
succtnique, tartrique, oxalique, methanesulfonique ou benzenesulfonique. 

25 

L'eau physiologique ou d'autres solutions salines tamponnees, par 
exemple avec un phosphate, sont des solvants appropries. 

La substance active est generalement administree a une posologie pouvant 
^ varier de 50 mg a plusieurs grammes . Les composes de ['invention 
peuvent en outre etre utilises en combinaison avec d'autres agents 
anti-tumoraux . 

3 5 
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REVEND I CATIONS : 

1 . Conjugues de !a vinblastine ou de derives de la vinblastine avec des 
proteines ,des fragments de proteines, des acides amines ou des amines 
simples caracterises en ce que le couplage est effectue par I'intermediaire 
d'un groupe ester derive du groupe hydroxyle du carbone 4 du squelette 
5 de la vinblastine. 

2. Conjugues suivant la revendication 1 caracterises en ce que la 
proteine, le fragment de proteine ou famine est couplee au compose de 
type vinblastine par I'intermediaire d'un bras, par condensation prealable 

lO du derive de la vinblastine avec un derive organique bifonctionnel , 
eventuellement active, 

3. Conjugues suivant la revendication 2 caracterises en ce que le 
compose bifonctionnel est ie chlorure de l'acide chloroacetique, 

15 ]_• anhydride chloroacetique , 1 * anhydride succinique ou 1 'anhydride glutarique . 

4. Conjugues suivant 1 1 une quelconque des revendi- 
cations 1 a 3, caracterises en ce qu ' une proteine 
ou un fragment de proteine est couple par une liaison ester au groupe 

20 hydroxyle en C-4 de la vinblastine, de la vindesine ou d'un derive 
vinblastinoyl-23 d'ester d'acide amine. 

5. Conjugues suivant les revendications 1 a 4 caracterises en ce que le 
derive de la vinblastine est la O-4-desacetylvinblastine. 

25 

6. Conjugues suivant les revendications 1 a 4 caracterises en ce que le 
derive de fa vinblastine est la O-4-desacetyI- desoxy- 4 ' -v inblas t ine . 

30 
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20 



7. Conjugues de vinblastine selon l'une quelconque des 
revendications I ^ 6 cie formula : 




CH- 



23 



CO 
I 



tel 



que 



COCH 2 -, 



25 



2 

dans iaquelle A represente un "bras' 1 

-CO(CH 2 ) n -CO-, n variant de 1 a 5, R } represente un radical proteique 
eventuellement modifie, R 2 represente un groupe methoxy, un groupe 
amino ou un radical ester d'acide alpha-amine lie par une liaison de type 
amide et dont le groupe ester comporte de 1 a 6 atomes de carbone, R 3 
represente un atome d'hydrogene ou un groupe hydroxyle, chaque fois 
dans les deux configurations possibles, ainsi que leurs sels 
d'addition avec un acide mineral ou organique. 



30 



8. Conjugues selon l'une quelconque des revendications 1 a 7 ( 
caraccerises en ce que le radical proteique est derive 
de la fetuine ou de i'albumine. 
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9. Conjugues suivant 1'une quelconque des revendica t ions 
1 a 1, caracterise en ce que le radical proteique est 
derive d'une immunoglobuline. 

10. Conjugues suivant l'une quelconque des r e v e nd i ca t ions 
5 1 a 9, caracterises en ce que le radical proteique est 

derive d ' un anticorps monoclonal. 

11. Conjugues suivant l'une quelconque des revend ica t ions 
4 a 7, caracterises en ce que I'ester d'acide amine est 
le tryptophane d'ethyle. 

lO 12. Conjugues suivant l'une quelconque des re vendica t ions 
4 a 7, caracterises en ce que I'ester d'acide amine est 
I'isoleucinate d'ethyle. 

13. Conjugues suivant la revendication 7, caracterises en 
ce que R 9 represente un groupe methoxy ou amino. 
15 14. Conjugues suivant la revendication 7, caracterises en 

ce que R 3 represente un atome d ■ hydrogene ayant la configu- 
ration de la desoxy-4 ' -vinblastine B. 

15. Conjugues suivant l'une quelconque des revend ica t ions 
7 a lO, caracterise en ce que le groupe amine est un 
groupe NR 4 R 5 , ou un ester d'acide amine lie via la fonction 
amine et, R 4 et R 5 representent des groupes alkyle compor- 
tant de 1 a 3 atomes de carbone ou, ensemble, un groupe 
alkanediyle comportant de 3 a 5 atomes de carbone . 

16. Precede de preparation de conjugues suivant l'une 
quelconque des revendica t ions 1 a 15, caracterise en 
ce qu'on condense, dans une premiere etape, le chlorure 
d'acide ch loroace t ique ou un anhydride sur l'hydroxyle 
en position C-4 de la O-4-desacetylvinblas tine ou 
l'un des derives du type 0- 4-desace tylvinblas t ine- 



20 



25 



30 
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carboxam i do- J et en ce qu ' on condense ensuite les derives 
ainsi obtenus avec la proteine, 1 ' acide amine ou 1' amine 
simple dans un solvant dans lequeL ces composes sont 
so lub les . 

17. Prcc^dS suivant la revendicat ion 16 , caracterise en 
ce que 1' anhydride utilise" dans la premiere etape de con- 
densation est l f anhydride succinique ou 1* anhydride 
glutar ique . 

18. Procede suivant 1 •" une des revendicat ions 1 6 ou 17, 
caracterise en ce que le solvant utilise dans la deuxieme 
etape de condensation consiste en un melange eau-dioxanne 
— un pH adcquat maintenu pax. un tdinpon , 



19. Procede suivant 1 1 une quelconque des revendications 16 
a 18, caracterise en ce qu'on isole le conjugue obtenu 
par precipitation du milieu reactionnel et en ce qu'on 

ef fectue encore une cen tr i f ugat ion , un rincage, une lyophi- 
20 lisation et une purification par filtration sur gel, ainsi 

qu' eventuel iement une succiny lation classique. 

20. Procede suivant l'une quelconque des revendications 16 
a 19, caracterise en ce que les proteines utilises sont 

25 traitees afin d'etre selectivement modifiees. 

21. Procede suivant 1 ' une quelconque des revendications 16 
a 20, caracterise en ce qu'on utilise, comme proteine, 
l'albumine de serum bovin ou humain, la fetuine ou des 

30 immunoglobulines even tue 1 lement obtenues par la technique 

des antxcorps monoclonaux, de preference d'anti-corps 
monoc lonaux humains . 

22. Composition pharmaceu t ique caracterisee en ce qu'elle 
35 comporte les con jugues selon 1 ' une des revendications 1 a 15 

en combinaison avec un diluant, solvant, excipient ou 
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23. Composition pharmaceu t lque selon la revendica t ion 22, 
caracterisee en ce que le compose actif se trouve sous 
forme lyophylisee . 

24. Composition pharmaceu t ique selon la revendica t ion 22, 
5 caracterisee en ce que le compose actif est en solution 

dans un solvant tamponne . 

25 Composition pharmaceu t ique selon l'une quelconque des 
revendica tions 1 a 15 pour le traitement des leucemies , 
de gliomes , de lymphosarcomas ou d'autres tumeurs malignes, 
lO y compris les tumeurs dites "solides", ainsi que pour le 
traitement de la maladie de Hodgkin, 
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